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Stilbensynthas -G n 



Die vorliegende Erfindung betrifft das aus Pflanzen isolierte Gen fur Stilbensynthase und seine 
Verwendung zur Transformation von Vektoren, Wirtsorganismen und Pflanzen sowie zur Erzeugung von 
Pflanzen, welche eine erhohte Resistenz gegenuber Schadlingen aufweisen. 

5 Oer Begriff Stilbene beschreibt eine Gruppe von chemischen Substanzen. welche in Pflanzen vorkom- 
men und als gemeinsame Grundstruktur das Stilbengerust (trans-1 ,2-Diphenylethylen) enthalten. Dieses 
Grundgerust kann durch die Addition weiterer Gruppen erganzt werden. Zwei wichtige Stilbene sind das 
3,5-Dihydroxy-stilben (Pinosylvin) und das 3,3',5-Trihydroxy-stilben (Resveratrol). 

Stilbene wurden in bestimmten Baumen (Angiospermen, Gymnospermen), jedoch auch in einigen 

10 krautigen Pflanzen gefunden (in Arten der Familien Myrtaceae. Vitaceae und Leguminosae). Stilbene sind 
toxisch fur Schadlinge, ins besondere fur Pilze, Bakterien und Insekten und sind geeignet. diese Schadlinge 
abzuwehren. In dieser Funktion wird auch ihre grdflte biologische Bedeutung gesehen. Besonders in 
krautigen Pflanzen ist es haufig so. dafl Stilbene in gesundem Gewebe nur in sehr geringen Konzentratio- 
nen vorfiegen, da/3 aber nach Infektion oder Verwundung sehr hone Menge an Stilbenen an der Infektions- 

15 Stelie neu gebildet werden. Diese erhohte Konzentration korreliert mit erhohter Resistenz der Pflanzen, die 
Stilbene synthetisieren konnen, gegen die Schadlinge. Die Fahigkeit der Synthese dieser Substanzen wird 
als wichtiger Abwehrmechanismus angesehen. Leider haben nur wenige Nutzpflanzen die Fahigkeit Stilbene 
zu bilden. bzw. in einem Ma/te zu erzeugen. welches ihnen eine ausreichende Resistenz gegen Schadlinge 
verleiht. 

20 Der Schliissel fur die Bildung aller Stilbene ist die Synthese des GrundgerGstes. Bisher wurden im 
wesentlichen zwei Enzym-Typen beschrieben (Resveratrolsynthase und Pinosylvinsynthase), die beide als 
Stiibensynthasen bezeichnet werden, da sie beide das Stilben-Grundgerust synthetisieren. Am besten 
charakterisiert wurde bisher die Resveratrolsynthase aus Erdnufl (Arachis hypogea); die Eigenschaften 
dieses Enzymes sind weitgehend bekannt (Schoppner und Kindl. 1984). Sowohl Pinosylvin als auch 
Resveratrol, die einfachsten Stilbene, wirken generetl toxisch. vorzugsweise mikrobizid, insbesondere 
fungistatisch, auf infizierende Schad-Organismen. Stiibensynthasen benutzen als Substrate Malonyl-CoA 
und Cinnamoyl-CoA oder Coumaroyl-CoA. also Substanzen. die in jeder Pflanze vorkommen, da sie auch in 
der Biosynthese anderer wichtiger Pflanzeninhaltsstoffe verwendet werden (z.B. Flavonoide. Blutenfarbstof- 
fe). Zum Thema Stilbene und Stilbensynthase kann auf die folgende Literatur verwiesen werden: Hart. J.H. 
(1981) Annu. Rev. Phytopathology 19, 437-458; Hart, J.H., Shrimpton, D M. (1979) Phytophathology 69. 
1138-1143; Kindl, H. (1985) in: Biosynthesis and Biodegradation of Wood Components. Ed. Higuchi. T. 
Academic Press. Inc., pp. 349-377 und Schoppner, A.; Kindl, H. (1984) J. Biol. Chem. 259. 6806-681 1 

Ein grofler Teil der Welternte von Kulturpflanzen wird standig durch Schadlinge vernichtet (1967 betrug 
der Verlust an potentieller Ernte 35 %; vgl. Chemistry of Pesticides, herausgegeben von K.H. Buchel. John 
35 Wiley & Sons, New York, 1983. Seite 6). Es besteht somit ein dringendes Bedurfnis alle Moglichkeiten zu 
erforschen und nutzbar zu machen, welche geeignet sind, den Schadlingsbefall bei Kulturpflanzen zu 
vermindern oder zu verhindern. 

Es wurde nun das neue Gen fur Stilbenzynthase rStilbensynthase-Gen") isoliert, welches in die 
Erbmasse das Genom) von Pflanzen eingebaut werden kann, die keine Stilbene oder nur unzureichend 
40 Stilbene erzeugen. woduch eine erhohte Resistenz dieser Pflanzen gegen Schadlinge hervorgerufen 
werden kann. 

Unter Stilbensynthase-Gen soil jede Nukleinsaure (DNA) verstanden werden, die nach ihrer Transi- 
tion in RNA und Translation in Protein (in einer geeigneten Umgebung) die Bildung eines Enzyms bewirkt. 
welches die Eigenschaften einer Stilbensynthase (enzymatische Synthese von Stilben in einer geeigneten 
45 Umgebung) besitzt, wobei diese Nukleinsaure aus ihrer naturlichen Umgebung isoliert vorliegt oder m emen 
Vektor integriert ist oder in einer prokaryontischen Oder eukaryontischen DNA als "fremde" DNA oder als 
"zusatzliche" DNA enthalten ist. 

Wenn das Stilbensynthase-Gen an seinem Anfang und/oder Ende noch DNA-Sequenzen enthalt. die die 
Funktion des Gens nicht oder nicht wesentlich beh.ndern, wird im folgenden auch von "Gen-Einhe.t" 
50 gesprochen. Diese Gen-Einheiten entstehen. z.B. durch das Herausschneiden mit Restriktionsenzymen (z.B. 
partielle Spaltung mit EcoR I und Hind 111), da keine Schnittstellen fur ubliche Restriktionsenzyme exakt am 
Beginn und am Ende des Gens vorfiegen. 

Das Stilbensynthase-Gen (bzw. die Gen-Einheit) kann in der Form vorliegen. wie es im Genom von 
Pflanzen enthalten ist ("genomische" Form, einschliefllich nicht Stilbensynthase kodierender und/oder nicht 
regulatorisch wirkender Sequenzen (wie Introns) oder in einer Form, welche der cDNA ("copy" DNA) 
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entspricht, die uber mRNA mit Hilfe von Reverse-Transkriptase/Polymerase erhaitlich ist (und keine Introns 
mehr enthalt). 

Im erfindungsgemaflen Stilbensynthase-Gen bzw. der Gen-Einheit) konnen DNA-Abschnitte durch im 
wesentlichen gleichwirkende andere ONA-Abschnitte ersetzt sein. Auch kann es an den Enden solche DNA- 
Sequenzen tragen, welche fur die Handhabung des Gens (bzw. der Gen-Einheit) jeweils angepaflt sind (z.B. 
"Linker"). 

Im vorliegenden Zusam men hang soil unter "fremder" DNA, solche DNA verstanden werden, welche in 
einem bestimmten prokaryontischen Oder eukaryontischen Genom nicht naturlich vorkommt. sondern erst 
durch Eingriffe durch den Menschen in dieses Genom aufgenommen wird. "Zusatziiche" DNA soil solche 
DNA sein, welche in dem jeweiligen prokaryontischen oder eukaryontischen Genom zwar naturlich vor- 
kommt, jedoch in zusatzlicher Menge durch Eingriffe durch den Menschen in dieses Genom aufgenommen 
wird. Die "fremde" DNA Oder "zusatziiche" DNA kann je nach Bedarf und Art des vorliegenden Falles in 
einem oder mehreren Exemplaren eingebaut werden. 

Stilbensynthase, welche unter Mitwirkung des erfindungsgemaflen Stilbensynthase-Gens (bzw. der Gen- 
Einheit) in Pflanzen oder Pflanzenzellen gebildet wird, bedeutet jedes Enzym, welches die Bildung von 
solchen pflanzlichen Abwehrstoffen gegen Schadlinge (Phytoalexine) bewirkt, die das Stilbengegerust 
aufweisen. 

Bevorzugte Stilbene sind Pinosylvin (3,5-Dihydroxy-stilben), Pterostilben (3,5-Dimethoxy-4 -hydroxystil- 
ben) und Resveratrol (3,3,5-Trihydroxy-stilben), wobei Pinosylvin und Resveratrol besonders bevorzugt sind 
und Resveratrol ganz besonders bevorzugt ist. 

Wie bereits erwahnt, werden Stilbene in bestimmten Baumarten sowie in einer Reihe von weiteren, 
vorzugsweise dikotyledonen (zweikeimblattrigen), Pflanzen gefunden. Als erfindungsgema/Jes 
Stilbenzynthase-Gen wird das Stilbensynthase-Gen bevorzugt. welches aus Gymnospermen, vorzugsweise 
Pinus, aus Angiospermen, vorzugsweise dikotyien (zweikeimblattrigen) Pflanzen, insbesondere aus Erdnufl 
(Arachis hypogaea) und Wein (Vitis) und ganz besonders bevorzugt aus Erdnu/3 isoliert werden kann. 

Besonders bevorzugt wird als erfindungsgema/Jes Stilbensynthase-Gen das Stilbensynthase-Gen, wel- 
ches als Gen-Einheit im Plasmid pGS 828.1 (welches weiter unten naher beschrieben wird) vorliegt, sowie 
die im wesentlichen gleichwirkenden DNA-Sequenzen. - 

Das Stilbensynthase Gen besteht aus den 5- und 3'- untranslatierten Regionen und einer kodierenden 
Region und liegt auf einem DNA-Fragment von (ca) 6.7 kbp (Gen- Einheit). Die Gen-Einheit weist (3) EcoRI, 
(3) Hindlll und (1) Pstl Schnittstellen auf. Sie kann durch partielle Spaitung mit EcoRI und Hindlll aus dem 
Plasmid pGS 828.1 gewonnen werden. 

Der 5'- regulatorische Teil liegt neben den ersten 7 Kodonen der Protein kodierenden Region auf einem 
ca. 3.3kbp groGen EcoRI Fragment und geht dem Rest der kodierenden Region voraus. Diese Region 
besteht aus 1540 bp und enthalt ein Intron von 369bp und eine Hindlll Schnittstelle. Die nachgeschaitete 3 - 
untranslatierte Region ist vollstandtg vorhanden und wird durch eine EcoRI Schnittstelle (siehe Fig. 1) 
begrenzt. Die Gen-Einheit, in dem Vektor pSP 65 kloniert (Plasmid pGS 821.1), enthalt zwei interne EcoRI 
eine Pstl und zwei Hindlll Schnittstellen und ist durch die Sstl Schnittstelle (unmittelbar neben der EcoRI 
Schnittstelle in Richtung Stilbensynthase-Gen) im Polylinker des pSP65 Plasmids am 5 -Ende und durch 
die Hindlll Schnittstelle am 3'-Ende begrenzt. Die Gen-Einheit kann besonders gunstig mit Hilfe von Sstl 
und Pvuli aus pGS 828.1 entnommen werden (Fig. 2), da beide Schnittstellen nur je einmal vorkommen. Die 
Pvull Schnittstelle liegt auflerhalb der eigentlichen Gen-Einheit. Dies hat aber auf die Expression des Gens 
in transgenen Pflanzen keinen Einflu/3 und der Abschnitt bis zur Hindill-Schnirtstelle kann wenn gewunscht 
mit den ublichen Methoden entfernt werden. 

Der Escherichia coli Stamm Nurdug 2010, der das Plasmid pGS 828.1 enthalt, wurde bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM), Mascheroder Weg 1b, D-3300 Braunschweig. Bundes- 
republik Deutschland in Ubereinstimmung mit den Bestimmungen des Budapester Vertrages uber die 
internationaie Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen fur die Zwecke von Patentverfahren 
hinterlegt und hat die Hinterlegungsnummer DSM 4243 (Hinterlegungsdatum: 17. September 1987). 

Dieser Stamm sowie seine Mutanten und Varianten sind ebenfails Teil der vorliegenden Erfindung. Das 
in diesem Wirt hinterlegte Plasmid pGS 828.1 kann in ublicher Weise durch die Vermehrung des Stammes 
leicht in den benotigten Mengen gewonnen werden. 

Erfindungsgema/3 besonders bevorzugt wird das Stilbensynthase-Gen bzw. die Gen-Einheit, welche die 
weiter unter aufgefuhrte (vorgeschlagene) Stilbensynthase codierende DNA-Sequenz ("DNA-Sequenz" 
(proteinkodierende Region und Intron) des Stitbensynthase-Geneinheit aus pGS 828.1") mit oder ohne das 
Intron oder im wesentlichen gleichwirkende Sequenzen dieser DNA-Sequenz enthalt. Sie ist ebenfails ein 
Teil der vorliegenden Erfindung. Daruber hinaus ist auch jede DNA, welche kunstlich also nicht im 
wesentlichen biologisch erzeugt ist. und diese DNA-Sequenz ganz oder teilweise oder die im wesentlichen 
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gleichwirkenden DNA-Sequenzen enthalt, Teil der vorliegenden Erfindung. 

Irn wesentlichen gieichwirkende Sequenzen bedeutet. daJ3 an etner oder mehreren Steiten DNA oder 
DNA-Sequenzen durch andere DNA oder DNA-Sequenzen ausgetauscht sind, welche jedoch das Ergebnis 
nicht wesentlich verandern. 

5 Funktionell vollstandige Gene, wie das erfindungsgematfe Stilbensynthase-Gen, bestehen aus einem 
regulatorisch wirkenden Tetl (insbesondere Promoter) und dem Strukturgen, welches das Protein Stifben- 
synthase kodiert. 

Beide Genteile konnen unabhangig voneinader verwendet werden. So ist es mtfglich, dem regulativ 
wirkenden Teil eine (vom Stilbensynthase-Gen abweichende) andere DNA-Sequenz nachzuschalten, welche 

70 nach dem Einbau in das Pflanzengenom exprimiert werden soil. Da nur wenige isolterte Promotoren 
bekannt sind, welche ihre Wirkung in Pfianzen bzw. Pflanzenzellen entfalten konnen, stellt der Promoter des 
Stilbensynthase-Gens, welcher Bestandteil der vorliegenden Erfindung ist. ein wertvoHes Hilfsmittel bei der 
Erzeugung transformierter Pfianzen bzw. Pflanzenzellen dar. Er kann mit Hilfe der Ssti Schnittstelte und der 
EcoRI Schnittstelte am Beginn der codierenden Region isoliert und mit den ublichen Methoden einem 

/5 anderen Gen vorgeschaltet werden. 

Ebenso ist es mdglich, dem Stilbensynthase-Struktur-Gen einen "fremden" regulatorisch wirkenden Teil 
vorzuschalten. Dies konnte vorteilhaft sein, wenn bei bestimmten Pfianzen nur bestimmte (z.8. pflanzenei- 
gene) regulatorisch wirkende Gene ausreichend wirksam werden konnen. Das Stilbensynthase-Struktur-Gen 
(vorzugsweise die weiter unten aufgefuhrte Stilbensynthase codierende DNA-Sequenz. mit oder ohne die 

20 Jntron-Sequenzen, und deren im wesentlichen gieichwirkende Sequenzen) stellt somit eine wertvolle. 
selbststandig einsetzbare Einheit dar und ist, wie bereits dargelegt, ebenfalls Teil der vorliegenden 
Erfindung. Das erfindungsgema/3e Stilbensynthase-Gen kann nach den ublichen Methoden in den regulato- 
risch wirkenden Teil und das Struktur-Gen getrennt werden. Bevorzugt wird das vollstandige erfindungsge- 
matfe Stilbensynthase-Gen bzw. die Gen-Einheit verwendet. 

25 Mit Hilfe der ublichen Methoden ist es moglich, das Stilbensynthase-Gen bzw. die Gen-Einheit oder 
seine Teile ein oder mehrfach (z.B, Tandemanordnung), vorzugsweise einfach, in beliebige prokaryontische 
(vorzugsweise bakterielle) oder eukaryortische (vorzugsweise pfianzliche) DNA als "fremde" oder 
"zusatzliche" DNA einzubauen. Die so "modifizierte" DNA, welche z.B. zur Transformation von Pfianzen 
bzw. Pflanzenzellen verwendet werden kann und nach der Transformation in Pfianzen bzw. Pflanzenzellen 

30 enthalten ist, ist Bestandteil der vorliegenden Erfindung. 

Das Stilbensynthase-Gen bzw. die Gen-Einheit und/oder seine Teile sowie die modifizierte DNA konnen 
als "fremde" oder "zusatziiche" DNA in Vektoren (insbesondere Plasmiden, Cosmiden oder Phagen), in 
transform ierten Mikroorganismen (vorzugsweise Bakterien. insbesondere Gram-negativen Bakterien, wie E. 
coli) sowie in transform ierten Pflanzenzellen und Pfianzen bzw. in deren DNA enthalten sein. Solche 

35 Vektoren, transformierte Mikroorganismen (die auch diese Vektoren enthalten konnen) sowie die transfor- 
mierten Pflanzenzellen und Pfianzen und deren DNA stellen Bestandteile der vorliegenden Erfindung dar. 

Als Schadlinge, gegen welche mit Hilfe des erfindungsgemaflen Stilbensynthase-Gens Resistenzen, 
bzw, erhohte Resistenzen erzielt werden konnen, seien tierische Schadlinge, wie Insekten, Milben und 
Nematoden sowie mikrobielle Schadlinge, wie phytopathogene Pilze und Bakterien genannt. Besonders 

40 hervorgehoben werden mikrobielle Schadlinge, insbesondere phytopathogene Pilze. 
Zu den schadlichen Insekten gehoren insbesondere Insekten der Ordnungen: 
Orthoptera. Dermaptera, Isoptera, Thysanoptera, Heteroptera. Homoptera. Lepidoptera, Coleoptera, Hymen- 
optera und Diptera. 

Zu den schadlichen Milben gehoren insbesondere: 

45 Tarsonemus spp.. Panonychus spp. und Tetranychus spp. 

Zu den schadlichen Nematoden gehoren insbesondere: 
Pratylenchus spp.. Heterodera spp. und Meloidogyne spp. 

Zu den mikrobiellen Schadlingen gehoren insbesondere die phytopathogenen Pilze: 
Plasmodiophoromycetes, Oomycetes, Chytridiomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes. Basidiomycetes, 

so Oeuteromycetes. 

Zu den phytopathogenen Bakterien gehoren insbesondere die Pseudomonadaceae, Rhizobiaceae, 
Enterobacteriaceae, Corynebacteriaceae und Streptomycetaceae. 

Beispielhaft aber nicht begrenzend seien einige Erreger von pilzlichen und bakteriellen Erkrankungen, 
die unter die oben aufgezahlten Oberbegriffe fallen, genannt: 
55 Xanthomonas-Arten, wie beispielsweise Xanthomonas campestris pv. oryzae; 
Pseudomonas-Arten, wie beispielsweise Pseudomonas syringae pv. lachrymans; 
Erwinia-Arten, wie beispielsweise Erwinia amylovora; 
Pythium-Arten. wie beispielsweise Pythium ultimum; 
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Phytophthora-Arten. wie beispielsweise Phytophthora infestans; 

Pseudoperonospora-Arten, wie beispielsweise Pseudoperonospora humuli Oder Pseudoperonospora cuben- 
se; 

Plasmopara-Arten, wie beispielsweise Plasmopara viticola; Peronospora-Arten, wie beispielsweise Perono 
5 spora pisi Oder P. brassicae; 

Erysiphe-Arten, wie beispielsweise Erysiphe graminis; 

Sphaerotheca-Arten, wie beispielsweise Sphaerotheca fuliginea; 

Podosphaera-Arten, wie beispielsweise Podosphaera leucotricha; 

Venturia-Arten, wie beispielsweise Venturia inaequalis; 
w Pyrenophora-Arten, wie beispielsweise Pyrenophora teres oder P. graminea 

(Konidienform: Drechslera. Syn: Helminthosporium); 

Cochliobolus-Arten, wie beispielsweise Cochliobolus sativus 

(Konidienform: Drechslera, Syn: Helminthosporium); 

Uromyces-Arten, wie beispielsweise Uromyces appendiculatus: 
;s Puccinia-Arten, wie beispielsweise Puccinia recondita; 

Tilletia-Arten, wie beispielsweise Tilletia caries; 

Ustilago-Arten, wie beispielsweise Ustilago nuda oder Ustilago avenae; 

Pellicularia-Arten, wie beispielsweise Pellicularia sasakii; 

Pyricularia-Arten, wie beispielsweise Pyricularia oryzae; 
20 Fusarium-Arten, wie beispielsweise Fusarium culmorum; 

Botrytis-Arten, wie beispielsweise Botrytis cinerea; 

Septoria-Arten, wie beispielsweise Septoria nodorum; 

Leptosphaeria-Arten, wie beispielsweise Leptosphaeria nodorum; 

Cercospora-Arten, wie beispielsweise Cercospora canescens; 
25 Alternaria-Arten, wie beispielsweise Alternaria brassicae; 

Pseudocercosporella-Arten, wie beispielsweise Pseudocerco sporelfa herpotrichoides. Weiterhin sei Helmin- 
thosporium carbonum aufgefuhrt 

Zu den Pflanzen, welchen durch den Einbau (Transformation) des erfindungsgemaflen Stilbensynthase- 

Gens bzw, der Gen-Einheit Resistenz bzw. eine erhohte Resistenz gegenuber den obigen Schadlingen 
30 verliehen werden kann, gehdren praktisch alle Pflanzen. Ein besonderes Bedurfnis zur Resistenzerzeugung 

besteht naturgema/J bei den Kulturpflanzen, wie Forstpflanzen, z.B. Fichten, Tannen, Douglasien, Kiefern, 

Larchen, Buchen und Eichen sowie Nahrungsmittel und Rohstoffe liefernde Pflanzen, z.B. Getreide 

(insbesondere Weizen, Roggen, Gerste, Hafer, Hirse, Reis und Mais), Kartoffel, Leguminosa wie Hulsen- 

fruchte und insbesondere Alfalfa, Sojabohnen, Gemuse (insbesondere Kohlarten und Tomaten), Obst 
35 (insbesondere Apfel, Birnen, Kirschen, Weintrauben, Citrus, Ananas und Bananen), Olpalmen, Tee-, Kakao- 

und Kaffeestraucher, Tabak, Sisal und Baumwolle sowie bei Heilpflanzen, wie Rauwolfia und Digitalis. 

Besonders bevorzugt seien Kartoffel, Tomaten, Wein und Leguminosen genannt 

Wie bereits angedeutet, wird erfindungsgema/J das Stilbensynthase-Gen bzw. die Gen-Einheit ein- oder 

mehrfach (an gleichen oder verschiedenen Stellen des Genoms) in das natiirliche pflanzliche Genom 
40 eingebaut. Bei Pflanzen, welche bereits uber die Fahigkeit der Stilbensynthese verfiigen, kann der Einbau 

eines oder mehrerer erfindungsgema/ter Stilbensynthasegene zu einem erheblich verbesserten Resistenz- 

verhalten fuhren, Gegebenenfalls wird nur das erfindungsgemafle Strukturgen verwendet, wobei ein evtL 

aus der jeweiligen PNanze isoliertes regulatorisches Gen vorgeschaltet wird. 

Die erhohte Resistenz der erfindungsgemaflen transformierten Pflanzenzellen und Pflanzen ist von 
45 Bedeutung fur Landwirtschaft und Forsten, fur den Zierpflanzenanbau, den Heilpflanzenanbau und die 

Pflanzenzucht. Auch bei der Kultivierung von Pflanzenzellen, z.B. zur Gewinnung von pharmazeutisch 

brauchbaren Stoffen, ist es von Vorteil, Pflanzenzellen verfugbar zu haben, welche gegen den Befall durch 

mikrobielle Schadlinge, insbesondere Pilze, erhohte Resistenzen aufweisen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch ein Verfahren zur Herstellung transformierter Pflanzenzel- 
50 !en (einschliefllich Protoplasten) und Pflanzen (einschliefllich Pflanzenteile und Samen), welches dadurch 

gekennzeichnet, ist da/3 man 

(a) ein oder mehrere Stiibensynthase-Gene bzw. Gen-Einheiten und/oder Teile des Stilbensynthase- 

Gens bzw. der Gen-Einheit und/oder erfindungsgemafl modifizierte DNA in den Genom von Pflanzenzellen 

(einschliefllich Protoplasten) einsetzt und gegebenenfails 
55 (b) aus den transformierten Pflanzenzellen (einschliefllich Protoplasten) vollstandige transformierte 

Pflanzen regeneriert und gegebenenfalls 
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(c) von den so erhaltenen transformierten Pflanzen die gewunschten Pfla/izenteile (einschliefllich 
Samen) gewinnt. 

Die Verfahrensschritte (a), (b) und (c) konnen nach bekannten Verfahren und Methoden in ublicher 
5 Weise durchgefuhrt werden. 

Transformierte Pflanzenzellen (einschliefllich Protoplasten) und Pflanzen (einschliefllich Pflanzenteile 
und Samen), welche ein oder mehrere Stilbensynthase-Gene bzw. Gen-Einheiten und/oder Teile des 
Stilbensynthase-Gens bzw. der Gen-Einheiten als "fremde" Oder "zusatzfiche'* DNA enthaiten sowie solche 
transformierte Pflanzenzellen und Pflanzen, welche nach den obigen Verfahren erhaltlich sind, gehdren 
w ebenfalls zur vorliegenden Erfindung. 

Teile der vorliegenden Erfindung sind auch die: 

(a) Verwendung des Stilbensynthase-Gens bzw. der Gen-Einheit und/oder seiner Teile und/oder der 
erfindungsgemafl modifizierten DNA und/oder der erfindungsgema/ten Vektoren und/oder der erfindungsge- 
matfen transformierten Mikroorganismen zur Trans formation von Pflanzenzellen (einschliefllich Protopla- 

15 sten) und Pflanzen (einschliefllich Pflanzenteilen und Samen) sowie die 

(b) Verwendung der erftndungsgemaflen transformierten Pflanzenzellen (einschliefllich Protoplasten) 
und Pflanzen (einschliefllich Pflanzenteilen und Samen) zur Erzeugung von Vermehrungsmaterial sowie zur 
Erzeugung neuer Pflanzen und deren Vermehrungsmaterial und allgemein die 

(c) Verwendung des erfindungsgematfen Stilbensynthase-Gens bzw. der Gen-Einheit und/oder seiner 
20 Teile und/oder der erfindungsgema/Jen modifizierten DNA zur Bekampfung von Schadlingen. 

Eine Anzahl verschiedener Methoden steht zur. Verfugung, das Stilbensynthase-Gen bzw. die Gen- 
Einheit Oder seine Teile als "fremde" oder "zusatzliche" DNA in das genetische Material von Pflanzen bzw. 
Pflanzenzellen einzusetzen. Der Gentransfer kann nach den allgemein ublichen bekannten Methoden 
25. erfolgen, wobei der Fachmann die jeweils geeignete Methode ohne Schwierigkeiten ermitteln kann. 

Das Ti-Plasmid von Agrobacterium tumefaciens steht als besonders gunstiger und breit einsetzbarer 
Vektor zur Ubertragung von fremder DNA in Genome dikotyler und monokotyler Pflanzen zur Verfugung. 
Das genetische Material, welches fur Stilbensynthase kodiert, wird in die T-DNA von geeigneten Ti- 
Pasmiden eingesetzt (z.B. Zambryski et al. 1983) und durch Infektion der Pflanze, Infektion von Pflanzentei- 
30 len oder Pflanzengeweben, wie z.B. von Blattscheiben, Stengeln, Hypokotylen, Kotyledonen. Meristemen 
und davon ableitenden Geweben, wie z.B. sekundaren Embryonen und Kalli oder durch Kokultur von 
Protoplasten mit Agrobacterium tumefaciens ubertragen. 

Eine Alternative ist die Inkubation von gereinigter DNA, die das gewunschte Gen enthalt und Pflanzen- 
protoplasten (z.B. Davey et al. 1980; Hain et al., 1985; Krens et al.. 1982; Paszkowski et al.. 1984) in 
35 Gegenwart von Polykationen oder Calziumsalzen und Polyethylenglykol. 

Die DNA-Aufnahme kann auch zusatzlich durch ein elektrisches Feld (Elektroporation) begunstigt 
werden (z.B. Formm et al. 1986). 

Die Regeneration der Pflanzen erfolgt in bekannter Weise mit Hilfe geeigneter Nahrmedien (z.B. Nagy 
und Maliga 1976). 

40 In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens (gemafl der Methode aus 
EP-A 116 718) wird die aus (ca) 6,7 kb bestehende DNA-Einheit aus pGS 828.1. charakterisiert durch die 
entsprechenden internen EcoFtl, Hindlll bzw. Pstl Schnittstellen (siehe Figur 1) in einen geeigneten 
intermediaeren E.coli Vektor z.B. pGV700, pGV710. (vergl. EP-A-116 718; Deblaere et al. 1986) bzw. 
vorzugsweise Derivaten davon. die zusatzlich ein Reportergen wie z.B. nptll (Herrera-Estrella et al. 1983) 

45 Oder hpt (Van den Elzen et al 1986) enthaiten, kloniert. Hterzu kann auch der mit Hilfe von Sstl und Pvull 
aus pGS 828.1 entnommene DNA-Abschnitt verwendet werden. 

Der Escherichia coli Stamm AZ 4, der den Vektor pGV 710 in leicht isolierbarer Form enthalt, wurde bet 
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM), Grisebachstra/te 8. D-3400 Gottingen, Bundesrepu- 
blik Deutschland in Ubereinstimmung mit den Bestimmungen des Budapester Vertrages uber die internatio- 

50 nele Anerkennung der Hinterlegung von Mikroorganismen fiir die Zwecke von Paten tverfahren hinterlegt 
und hat die Hinterlegungsnummer DSM 3164. 

Das so konstruierte Plasmid wird auf Agrobacterium tumefaciens. das z.B. pGV 3850 bzw. Derivate 
davon enthalt (Zambryski et al. 1983) mit ublichen Methoden (z.B. Van Haute et al. 1983) ubertragen. 
Alternativ dazu kann die Stilbensynthase-Genetnheit in einem binaeren Vektor (z.B. Koncz und Schell 1986) 

55 kloniert und wie oben beschrieben in einen geeigneten Agrobakterium Stamm (Koncz und Schell 1986) 
transferiert werden. Der resultierende Agrobakterium Stamm. der die Stilbensynthase-Geneinheit in einer 
auf Pflanzen transferierbaren Form enthalt wird im weiteren zur Pflanzentransformation verwendet. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform wird das isolierte Plasmid pGS 828.1 gegebenenfalls 
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zusammen mit einem anderen Plasmid, das ein Reportergen fur Pflanzenzellen, z.B. fur Kanarnycin- 
Resistenz (z.B. Herrera-Estrella et at. 1983) Oder eine Hydromycin-Resistenz (van den Elzen, 1986) enthalt, 
vorzugsweise pLGV neo 2103 (Hain et al. 1985), pLGV 23 neo (Herrera-Estrella 1983), pMON 129 (Fraley 
R.T. et al., Proc. National Acad. Sci. USA 80. 4803 (1983), pAK 1003. pAK 2004 (Velten J. et a!., EMBO 

5 Journ. Vol." 3, 2723 (1984) oder pGSST neo 3 (pGSST3) (EP-A-189 707), in ublicher Weise durch direkten 
Gentransfer auf Pflanzenprotoplasten ubertragen (z.B. Hain et al 1985). Dabei konnen das bzw. die 
Plasmide in zirkularer, vorzugsweise jedoch in linearer Form, vorliegen. Bei der Verwendung eines Plasmids 
mit Reportergen werden Kanamycin-resistente Protoplasten dann auf Expression von Stilbensynthase 
uberpruft. Im anderen Fall (ohne Reportergen) werden die resultierenden Kafli auf die Expression des 

io Stilbensynthase-Gens gepruft (Screening mit ublichen Methoden). 

Transformierte (transgene) Pflanzen bzw. Pflanzenzellen werden nach den bekannten Methoden, z.B. 
durch Blattscheiben Transformation (z.B. Horsch et at. 1985) durch Cokultur regenerierender Pflanzenproto- 
plasten Oder Zellkulturen mit Agrobacterium tumefaciens (z.B. Marton et al. 1979, Hain et al. 1985) oder 
durch direkte DNA Transfektion erzeugt. Resultierende transformierte Pflanzen werden entweder durch 

, 5 Selektion auf die Expression des Reportergens, z.B. durch die Phosphorylierung von Kanamycin-sulfat in 
vitro ((Reiss et al. 1984; Schreier et al. 1985) oder durch die Expression der Nopalinsynthase (nach Aerts et 
al. 1983) oder Stilbensynthase durch Northern-Blot-Analyse und Western Blot- Analyse nachgewiesen. Die 
Stilbensynthase und die Stilbene konnen auch in bekannter Weise mit Hilfe spezifischer Antikorper in 
transformierten Pflanzen nachgewiesen werden. Stilbensynthase kann auch durch Enzymaktivitatstest 

20 nachgewiesen werden (Rolfs et al., Plant Cell Reports h 83-85, 1981). 

Die Kultivierung der transformierten Pflanzenzellen sowie die Regeneration zu vollstandigen Pflanzen 
erfolgt nach den allgemein ublichen Methoden mit Hilfe der jeweils geeigneten Nahrmedien. 

Sowohl die transformierten Pflanzenzellen als auch die transformierten Pflanzen, welche das erfindungs- 
gemafle Stilbensynthase-Gen bzw. die Gen-Einheit enthalten und welche Bestandteile der vorliegenden 

25 Erfindung sind, zeigen eine erheblich hohere Resistenz gegen Schadiinge, insbesondere pflanzenpathoge- 
ne Pilze. 

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung bedeutet der Ausdruck "Pflanzen" sowohl vollstan- 
dige Pflanzen als auch Pflanzenteile, wie Blatter, Samen, Knollen, Steckiinge u.s.w. "Pflanzenzellen" 
schlie/Jen Protoplasten, Zelilinien, Pflanzenkalli usw. ein. "Vermehrungsmateriai" bedeutet Pflanzen und 

30 Pflanzenzellen, welche zur Vermehrung bei transformierten Pflanzen und Pflanzenzellen verwendet werden 
konnen und ist somit ebenfalls Teil der vorliegenden Erfindung. 

tm vorliegenden Zusammenhang bedeutet der Ausdruck "im wesentlichen gleichwirkende DNA-Sequen- 
zen", da/3 die Erfindung auch solche Modifikationen umfaflt, bei welchen die Funktion des Stiibensynthase- 
Gens und seiner Teile nicht derart beeintrachtigt ist, da/3 Stilbensynthase nicht mehr gebildet wird oder der 

35 regulatorische Genteil nicht mehr wirksam wird. Entsprechende Modifikationen konnen durch den Ersatz, 
die Hinzufugung und/oder die Entfernung von DNA-Abschnitten, einzelner Kodons und/oder einzelner 
Nukleinsauren erfolgen. 

Bei den erfindungsgema/3 verwendbaren Mikroorganismen bedeutet "Mutanten" und "Varianten" solche 
modifizierten Mikroorganismen, welche noch die fur die Ausfuhrung der Erfindung wesentlichen Merkmale 
40 aufweisen, insbesondere die jeweiligen Plasmide enthalten. 

Die vorliegende Erfindung soli anhand der folgenden beispielhaften Ausfuhrungen naher erlautert 
werden: 



45 1 . Isolierung des Gens fur Stilbensynthase 

Zellkulturen aus Ernu/3 pflanzen (Arachis hypogaea) enthalten das Gen fur Stilbensynthase, welche 
insbesondere die Bildung von Resveratrol Synthase (Grofle des Proteins 43 000 D; Reaktion mit spezifi- 
schem Antiserum) bewirkt 

so Die Erdnu/3-Zellkulturen, die Regulation und Eigenschaften der Stilbensynthase, das Antiserum gegen 
das Protein, und die Messung der Enzymaktivitat sind beschrieben (Rolfs, C.H., Fritzemeier, K.H., Kindl, H., 
Plant Cell Reports 1, 83-85, 1981; Fritzemeier, K.H. Rolfs, C.H., Pfau, J., Kindl, H., Planta 159, 25-29, 1983; 
Schoppner, A., Kindl, H.. J. Biol. Chem. 259, 6806-6811. 1984; siehe auch die Zusammenfassung: Kindl, H., 
in: biosynthesis and Biodegradation of Wood Components, Ed. Higuchi, T., Academic Press, Inc., pp. 349- 

55 377, 1985). 

Das folgende Schema faflt die Expression des Gens und die Isolierung des Gens fur Stilbensynthase 
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zusammen. Bei der Durchfuhrung wurden die bekannten Verfahren und Methoden der Molekularbiologie 
verwendet. wie sie beispielsweise in folgendem Handbuch detailliert beschrieben werden: Maniatis. T„ 
Fritsch, E.F., Sambrook. J.: Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory, 1982. 
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A. Isolierung und Identifizierung spezifischer cDNA-Klone fur Stilbensynthase. 

5 

Es wird zunachst Poly(A)-haltige RNA aus ErdnuGzellkulturen isoliert, wetche Stilbensynthase syntheti- 
sieren. Die mRNA wird dann mit Hilfe von Reverse-Transkriptase und E. coli DN A- Polymerase in DNA 
umgeschrieben; die ONA wird in Plasmid-Vektor pINIIA mit Hilfe von Linkern kloniert und in E. coli-Stamm 
JA221 vermehrt (Nakamura. K,, lnouye ; M. t EMBO J. 1. 771-775, 1982). Dieser Prozefl ergibt eine "cDNA- 
io Bibliothek": Sie reprasentiert, kloniert als DNA in E. coli-Plasmtden, die mRNA-Population der Erdnuflzellen. 
Sie enthalt die Nucleinsaure, die fur Stilbensynthase kodiert. und diese wird durch folgende Schritte 
identifiert: 

(i) die spezifische cDNA hybridisiert mit Stilbensynthase-mRNA, 

(ii) durch Hybridisierung mit der cDNA wird eine mRNA isoliert. die bei in vitro-Ubersetzung ein 
is Protein ergibt. welches identisch ist mit Stilbensynthase (Proteingrofle 43000 D; Reaktion des Proteins mit 

Antiserum, welches spezifisch mit Stilbensynthase-Protein reagiert). 

Diese Kriterien definieren auf der cDNA-Ebene eindeutig die Nucleinsaure, welche fur das 
Stilbensynthase-Protein kodiert. 

20 

B. Isolierung des Gens fur Stilbensynthase. 

Es wird zunachst eine "Gen-Bibliothek" fur Ernuflzellen angelegt: Genomische DNA aus angereicherten 

25 Zellkernen (Bedbrook. J., Plant Molecular Biology Newsletter 2, 24, 1981) wird mit dem Restriktions-Enzym 
Saullla so geschnitten, daiJ DNA-Fragmente mit einer Durchschnittslange von 10 000-25 000 Nukleotidpaa- 
ren entstehen. Diese Fragmente werden in die BamHI-Stelle von Lambda-Phage EMBL3 kloniert (Frischauf 
et al., J. Mol. Biol. 170, 827-842, 1983), und die Phagen werden in E. coii vermehrt. Die Gesamtheit der 
Phagen-Popuiation enthalt. kloniert in Teilstucken, die gesamte genomische DNA der Erdnuflzellen, und 

30 damit auch das Gen fur Stilbensynthase. 

Das Gen fur Stilbensynthase, seine mRNA und die Stilbensynthase-cDNA enthalten gleiche Nucleinsau- 
resequenzen, da sie voneinander abgeleitet sind (Gen— mRNA-*cDNA). Dies bedeutet, dafl das Gen fur 
Stilbensynthase durch spezifische Hybridisierung mit Stilbensynthase-cDNA oder -mRNA identifizierbar ist. 
Die Phagen mit dem Gen werden durch Hydridisierung identifiziert. dann isoliert und vermehrt. Die in 

35 diesem Phagen klonierte genomische DNA aus Erdnu/Jzellen wird weiter durch Analyse mit ver schiedenen 
Restriktionsenzymen kartiert. und die Position des Stilbensynthase-Gens wird durch weitere 
Hybridisierungs-Experimente mit der cDNA festgelegt. Schliefllich wird die Gen-Einheit durch partiellen 
Verdau mit EcoRI und Hindlll aus dem Phagen herausgeschnitten, im entsprechend geschnittenen Plasmid- 
Vektor pSP65 kloniert (Fa. Amersham Buchler GmbH & Co. KG, Braunschweig, Bundesrepublik Deutsch- 

40 land), und als rekombinantes Plasmid vermehrt. Dieses Plasmid wird als pGS 828.1 bezeichnet 



2. Beschreibung des Plasmids pGS 828.1 (vgl. Fig. ^ ;£<£. 2) 

45 Das Plasmid besteht aus zwei Komponenten: 

(i) Gen-Einheit Stilbensynthase: Das gesamte Gen, bestehend aus Struktur-Gen und Regulator-Anteil 
(beide aus Erdnuflzellen) befindet sich auf einer Nucleinsaure, die als DNA-Fragment von (ca) 6700 
Nukleotidpaaren durch partielle Spaltung mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Hindlll aus dem Plasmid 
herausgeschnitten wird. Die Gen-Einheit enthalt Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme EcoRI, Hindlll, 

so und Pstl. 

(ii) Vektor-Plasmid: Die Gen-Einheit ist in Vektor pSP65 kloniert. Die Grofle des Vektors ist 3000 
Nukleotidpaare. Er tragt das Gen fur Ampicillin-Resistenz, d.h. E. coli-Zellen mit diesem Plasmid wachsen 
in Nahrmedien, die das Antibiotikum Ampicillin enthalten. Ori: Bezeichnung fur Sequenzen, die fur die 
Vermehrung des Plasmids in E. coli notwendig sind. 

55 

Das Plasmid tragt ein Gen fur Ampicillin-Resistenz und enthalt 9350 Nucleotidpaare (9.35 kBp). Es 
kann in E. coli Zellen, welche pGS 828.1 enthalten (E. coli Nurdug 2010, in ublicher Weise vermehrt 
werden. 
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Bevorzugtes Nahrmedium fur E. coli-Zeilen (z.B. JA221, Nakamura, K., (nouye, M., EMBO J. 1, 771- 
775, 1982) welche pGS 828.1 enthalten (E. coli Nurdug 2010): 

Bacto-Pepton" 10 g 
5 Hefeextrakt 5 g 
NaCI 5 g 
Agar 20 g 
H 2 0 1 I 
pH 7,5 

/o Fermentation: 37° C. aerob 

(" Bacto ist ein Warenzeichen der Fa. DtFCO Lab. Detroit. USA). 



75 3. Transformation von Tabak 



a) Kultur von Tabaksprossen und Isolierung von Tabakprotoplasten: 

20 Nicotiana tabacum (Petit Havanna SR1) wird als sterile Sproflkuitur auf hormonfreiem LS Medium 
(Linsmaier und Skoog 1965) vermehrt In Abstanden von ca. 6-8 Wochen werden Sprotfabschnitte auf 
frisches LS-Medium umgesetzt. Die Sproflkulturen werden bei 12 h Licht (1000-3000 Lux) in einem 
Kulturraum bei 24-26° C gehalten. 

Fur die Isotierung von Blattprotoplasten werden ca. 2 g Blatter (ca. 3-5 cm lang) mit einer frischen 

25 Rasierklinge in kleine Stucke (0,5 cm x 1 cm) geschnitten. Das Blattmaterial wird in 20 ml Enzymlosung, 
bestehend aus K3 Medium (Nagy und Maliga 1976), 0,4 m Saccharose, pH 5,6, 2 % Zellulase R10 (Serva), 
0,5 % Macerozym R10 (Serva) fur 14-16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach werden die Protoplasten 
durch Filtration uber 0,30 mm und 0,1 mm Stahlsiebe von ZeNresten getrennt. Das Filtrat wird 10 Minuten 
lang bei 100 x g zentrifugiert. Wahrend dieser Zentrifugation flotieren intakte Protoplasten und sammeln 

30 sich in einer Bande am oberen Rand der Enzymlosung. Das Pellet aus Zellresten und die Enzymlosung 
werden mit einer Glaskapillare abgesaugt. Die vorgereinigten Protoplasten werden mit frischem K3 Medium 
(0,4 M Saccharose als Osmotikum) auf 10 ml aufgefullt und erneut flotiert. Das Waschmedium wird 
abgesaugt und die Protoplasten werden fur Kultur oder folgende Infektion mit Agrobakterien (Kokultur) auf 
1-2 x 10 s /ml verdunnt. Die Protoplastenkonzentration wird in einer Zahlkammer bestimmt. 

35 

b) Transformation von regenerierenden Tabakprotoplasten durch Kokultur mit Agrobacterium tumefaciens: 



Es wird im folgenden die Methode von Marton et al. 1979 mit kleinen Veranderungen benutzt. Die 
40 Protoplasten werden wie beschrieben isoliert und in einer Dichte von 1-2 x 10 5 /ml in K3 Medium (0,4 m 
Saccharose, 0,1 mg/l NAA, 0,2 ml in K3 Medium (0,4 m Saccharose, 0,1 mg/l NAA, 0,2 mg Kinetin) 2 Tage 
im Dunkeln und ein bis zwei Tage lang unter Schwachlicht (500 lux) bei 26* C inkubiert. Sobald die ersten 
Teilungen der Protoplasten auftreten, werden 30 ul einer Agrobakteriumsuspension in minima! A (Am) 
Medium (Dichte ca. 10 9 Agrobakterien/mi) zu 3 ml regenerierenden Protoplasten gegeben. Die Kokulturdau- 
45 er betragt 3-4 Tage bei 20* C im Dunkeln. Danach werden die Tabakzellen in 12 ml Zentrifugenrohrchen 
gefullt, mit Seewasser (600 mOsm/kg) auf 10 ml verdunnt und bei 60 x g 10 Minuten lang pelietiert Dieser 
Waschvorgang wird noch 1-2 x wiederholt urn den grofiten Teil der Agrobakterien zu entfernen. Die 
Zellsuspension wird in einer Dichte von 5 x 10Vml in K3 Medium (0.3 m Saccharose) mit 1 mg/l NAA 
(Naphthyl-1-essigsaure), 0,2 ml/l Kinetin und 500 mg/l des Cephalosporin-Antibiotikums Cefotaxim kultiviert 
so Die Zellsuspension wird jede Woche mit frischem K3 Medium verdunnt und der osmotische Wert des 
Mediums graduell urn 0,05 m Saccharose (ca. 60 mOsm/kg) pro Woche reduziert. Die Selektion mit 
Kanamycin (100 mg/l Kanamycinsuifat (Sigma), 660 mg/g aktives Km) wird 2-3 Wochen nach der Kokultur 
in Agarose Bead Typ Kultur (Shilltto et al. 1983) gestartet. Kanamycinresistente Kolonien konnen 3-4 
Wochen nach Beginn der Selektion vom Hintergrund zuruckgebliebender Kolonien unterschieden werden. 

55 

c) Dtrekte Transformation von Tabakprotoplasten mit DNA. Calciumnitrat-PEG Transformation. 
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In einer Petrischale werden ca. 10 5 Protoplasten in 180 at K3 Medium mit 20 ul waflriger DNA Losung 
welche 0,5 ug/ul pGS 828.1 und 0.5 ug/ul pLGV neo 2103 (Ham et al. 1985) enthalt. vorsichtig gemischt. 
Anschlieflend werden 200 u! Fusionslosung (0,1 m Calciumnitrat, 0,45 M Mannit. 25 % Polyethylenglykoi 
(PEG 6000), pH 9) vorsichtig zugegeben. Nach 15 Minuten werden 5 ml Waschlosung (0,275 M Calciumni- 
5 trat pH 6) addiert und nach wetteren 5 Minuten werden die Protoplasten in ein Zentrifugenrdhrchen 
transferiert und bei 60 x g pelliert Das Pellet wird in einer kleiner Menge K3 Medium aufgenommen und 
wie im nachsten Abschnitt beschrieben kultiviert Alternativ konnen die Protoplasten nach Hain et al. 1985 
tranformiert werden. 

Die Transformation kann auch ohne den Zusatz der 0,5 ug/ul pLGV neo 2103 durchgefuhrt werden. Da 
w in diesem Fall kein Reportergen eingesetzt wird, wer den die resultierenden Kalli auf das Vorhandensein der 
Stilbensynthase-Gen-Einheit mit Hilfe einer Dot-Blot-Hybridisierung uberpruft. Als Hybridisierungs-Probe ist 
ein internes EcoRI-Hindlll-Fragment aus pGS 828.1 verwendbar. Selbstverstandlich konnen auch andere 
Nachweismethoden, wie Test mit Antikorpern oder Feststellung einer Fungizid-Resistenz eingesetzt werden. 

is 

d) Kultur der mit DNA inkubierten Protoplasten und Selektion Kanamycin resistenter Kalli: 

Fur die im folgenden beschriebene Kultur und Selektion Kanamycin resistenter Kolonien wird eine 
modifizierte "Bead Type culture"-Technik (Shillito et al. 1983) verwendet. Eine Woche nach Behandlung der 

20 Protoplasten mit DNA (vgl. c) werden 1 ml der Zellsuspension mit 3 ml K3 Medium (0,3 M Saccharose + 
Hormone; 1,2 % (Seaplaque) LMT Agarose (low melting agarose, Marine Colloids) in 5 cm Petrischalen 
gemischt. Fur diesen Zweck wird Agarose trocken autoklaviert und nach Zugabe von K3 Medium im 
Mikrowellenherd kurz aufgekocht. Nach Erstarren der Agarose werden die Agarosescheiben ("beads") mit 
den eingebetteten Tabakmikrokalli fur weitere Kultur und Selektion in 10 cm Petrischalen transferiert und je 

25 10 ml K3 Medium (0,3 M Saccharose, 1 mg/l NAA, 0,2 mg/i Kinetin) und 100 mg/l Kanamycinsulfat (Sigma) 
addiert. Das Flussigmedium wird jede Woche gewechselt. Dabei wird der osmotische Wert des Mediums 
stufenweise herabgesetzt. 

Pro Woche wird das Austauschmedium (K3 + Km) urn 0,05 m an Saccharose (ca. 60 mOsm) reduziert. 

30 



35 



40 
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15 



20 



25 



Schema der S lektion kanamycinr siatenter Tabak- 
kolonion nach DNA Transformation: 

0,4 M 0,3 M 0,25 M 0,20 M 0,15M 0,10 M Saccha- 
rose im 
Fliiss ig- 
medium 

A E S K 

12 3 4 5 6 Wochen 

nach DNA 
Auf nahme 



<K3 Medium 1 mg NAA , 0,2 mg Kinetin) 

A = DNA Auf nahme 

E = Einbettung in Agarose 

S = Selektion mit Kanamycin (100 mg/1 Kanamyc insul f at ) 
K = Kanamycinres i stente Kolonien konnen vom Hintergrund 
eindeut ig unter schieden warden 



30 



e) Regeneration kanamycinresistenter Pflanzen; 

Sobald die kanamycinresistenten Koionien einen Durchmesser von ca. 0,5 cm erreicht haben, wird die 
Halfte auf Regenerationsmedium (LS-Medium, 2 % Saccharose, 0,5 mg/l Benzylaminopurin BAP) gesetzt 
und bei 12 h Licht (3000-5000 lux) und 24* C im Kulturraum gehalten. Die andere Halfte wird als 
Kalluskultur auf LS Medium mit 1 mg/l NAA t 0.2 mg/l Kinetin, 0,1 mg/l BAP und 100 mg/l Kanamycinsulfat 
propagiert. Wenn die regenerierten Sprofle ca. 1 cm grofl sind, werden sie abgeschnitten und auf 1/2 LS 
Medium (1 % Saccharose, 0,8 % Agar) ohne Wachstumsregulatoren zur Bewurzelung gesetzt. Die Spro/te 
werden auf 1/2 MS-Medium mit 100 mg/l Kanamycinsulfat bewurzelt und spater in Erde umgesetzt. 



0 Transformation von Blattscheiben durch Agrobacterium tumefaciens 

Fur die Transformation von Blattscheiben (Horsch et aL 1985) werden ca. 2-3 cm lange Blatter von 
sterilen Sproi3kulturen in Scheiben von 1 cm Durchmesser gestanzt und mit einer Suspension entsprechen- 
der Agrobacterien (ca. 10 9 /ml) (vgl. b) in Am-Medium, siehen unten) fur ca. 5 Minuten inkubiert. Die 
infizierten Blattstucke werden auf MS-Medium (siehe unten) ohne Hormone fur 3-4 Tage bei ca. 24° C 
gehalten. Wahrend dieser Zeit uberwachst Agrobakterium die Blattstucke. Die Blattstucke werden anschlie- 
/3end in MS-Medium (0,5 mg/ml BAP, 0,1 mg/ml NAA) gewaschen und auf das gleiche Medium (0,8 % 
Agar) mit 500 ug/ml Cefotaxim und 100 ug/ml Kanamycinsulfat (Sigma) gelegt. Nach zwei Wochen sollte 
das Medium erneuert werden. Transformierte Spro/te werden nach weiteren 2-3 Wochen sichtbar. Die 
Regeneration von Sproflen sollte parallel auch ohne Selektionsdruck durchgefuhrt werden. Die regenerierten 
Sprofle mussen dann durch biologische Tests z.B. auf Nopalinsynthase oder Stilbensynthase Aktivitat auf 
Transformation getestet weren. Auf diese Weise werden 1-10 % transformierte Sprofle erhalten. 
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Biochemische Nachweismethode der Transformation 



Nachweis von Nopalin in Pflanzengeweben: 

5 

Nopalin wird wie bei Otten und Schilperoort (1978) und Aerts et al. (1979) beschrieben, wie foigt, 
nachgewiesen. 50 mg Pflanzenmaterial (Kallus Oder Blattstucke) werden uber Nacht in LS Medium mtt 0,1 
M Arginin bei Raumtemperatur in einem Eppendorfgefafl inkubiert. Das Pflanzenmaterial wird danach auf 
saugfahigem Papier abgetupft, in einem frischen Eppendorfzentrifugengefa/3 mit einem Glasstab homogeni- 

70 siert und 2 Min. in einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. 2 ul des Uberstandes werden auf ein fur 
Elektrophorese geeignetes Papier (Whatman 3 MM Papier) (20 x 40 cm) punktformig aufgetragen und 
getrocknet Das Papier wird mit dem Laufmittel (5 % Ameisensaure, 15 % Essigsaure, 80 % H2O. pH 1,8) 
getrankt und bei 400 V fur 45 Minuten elektrophoretisiert Nopalin lauft zur Kathode hin. Das Papier wird 
dann mit einem Luftstrom hei/3 getrocknet und durch Phenanthrenchinon-Farbemittel (gleiches Volumen 

75 0,02 % Phenanthrenchinon in Ethanol und 10 % NaOH in 60 % Ethanol) in Laufrichtung gezogen. Das 
getrocknete Papier wird unter langweiligem UV-Licht betrachtet und fotografiert. Arginin und Argininderivate 
werden mit dem Reagenz gelb fluoreszierend gefarbt 

20 Neomycin-Phosphotransferase (NPT II) Enzymtest: 

NPT II Aktivitat in Pflanzengewebe wird durch in situ Phosphoryiierung von Kanamycin, wie bei Reiss et 
al. (1984) beschrieben und von Schreier et al. (1985) modifiziert, wie folgt, nachgeweisen. 50 mg 
Pflanzengewebe werden in 50 ul Extraktionspuffer (10 % Glycerin, 5 % 2-Mercaptoethanoi, 0,1 % SDS, 

25 0,025 % Bromphenolblau, 62,5 mM Tris pH 6,8) unter Zusatz von Giaspuiver auf Eis homogenisiert und 10 
Minuten lang in einer Eppendorfzentrifuge bei 4*C zentrifugiert. 50 ul des Uberstandes werden auf ein 
natives Polyacrylamidgel (145 x 110 x 1.2 mm; Trenngel: 10 % Acrylamid, 0,33 % Bisacryiamid. 0.375 M 
Tris pH 8,8, Sammelgel: 5 % Acrylamid, 0,165 % Bisacryiamid, 0,125 M Tris pH 6,8) aufgetragen und uber 
Nacht bei 4*C und 60 V elektrophoretisiert. Sobald der Bromphenofblau-Marker aus dem Gel herauslauft. 

30 wird das Gel zweimal mit destiiliertem Wasser 10 Min. lang und einmal 30 Min. mit Reaktionspuffer 
gewaschen (67 mM Tris-Maleat pH 7,1, 42 mM MgCb, 400 mM Ammoniumchlorid). Das Gel wird auf eine 
gleichgrofle Glasplatte gelegt und mit 40 ml 1 °oiger Agarose in Reaktions puffer, der die Substrate 
Kanamycinsuifat (20 ug/ml) und 20-200 uCi 32 P ATP (Amersham) enthalt. uberschichtet Das Sandwichgel 
wird 30 Min. bei Zimmertempreratur inkubiert und dann wird ein Blatt Phosphozellulosepapier P81 

35 (Whatman) auf die Agarose gelegt. Daruber werden vier Filtrierpapier lagen 3 MM, (Whatman) und einige 
Papierhandtucher gestapeit Der Transfer von in situ phosphoryiiertem radioaktiven Kanamycinphosphat auf 
das P81 Papier wird nach 3-4 h gestoppt. Das P81 Papier wird fur 30 mm. in einer Losung von Proteinase 
K und 1 % Natriumdodecyl sulfat (SDS) bei 60 *C inkubiert und dann 3-4 ma! in 250 ml 10 mM 
Phosphatpuffer pH 7,5 bei 80 *C gewaschen, getrocknet und fur 1-12 h lang bei -70 "C autoradiografiert 

40 (XAR5 Film Kodak). 



4. Transformation von Medicago Sativa (Luzerne) 

45 

a) Pflanzenmaterial 

Die Pflanze Medicago sativa (Regen S, Klon RA 3 Walker et al, 1978) wurde als sterile Sproflkultur auf 
LS Medium (Linsmaier und Skoog, 1965), im Langtag (16 h Licht, 8 h Dunkelheit) bei 26 i 2* C kultiviert. 

50 

b) Kulturbedingungen 

Als Kulturgefafle fur Sproflkulturen dienten Glasgefafle (250 ml - 1,5 I) mit lose aufliegenden Glasdek- 
55 keln. Fur alle anderen Pflanzenkulturen (Embryo. Kallus, Protoplasten) wurden Petrischalen aus Piastik 
benutzt. 

Die Pflanzen und Gewebekulturen bis auf die Protoplasten wurden in Kulturraumen im Langtag (16 h 
Licht, 8 h Dunkelheit) bei 26 * 2* C kultiviert. Die Leuchtstoffrohren hatten die Lichtfarbe Universal Wei/J 
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(Osram L58W/25). Der Abstand der Rohren von den Kufturen betrug 10-30 cm, das entspricht 1500-4500 
Lux Lichtintensitat. Die Luftfeuchtigkett blieb unreguliert. Die Protoplasten wurden in Kulturschranken bei 
maximal 500 Lux und 26* C kultiviert. 

5 

c) Kailuskuitur 

Kallus wurde von Petiolen der Gewachshauspflanzen induziert. Ca. 5 cm lange Petiolenstucke wurden 
von den Gewachshauspflanzen mit einem Skaipell abgeschnitten. Die Petiolenstucke wurden 2uerst oberfia- 
/o chensterilisiert: 

- 1 min in 70% Ethanol 

- 10 min in 10% handelsublichem Desinfektionsmittel (z.B. Dan Klorix) 

- 3 Waschungen in sterilem Leitungswasser. 

Nach der Sterilisation wurden die Petiolenstucke in 1-1,5 cm lange Stucke geschnitten und in 
15 Petrischalen auf festes Agarmedium ausgelegt. Drei verschiedene Medien wurden zur Kallusinduktion und 
Weiterkultur benutzt: 

1. B s h (Atanassov und Brown, 1984) 

2. SHR: SH (Shenk und Hildebrandt, 1972) mit 25 uM (4,655 mg/l) NAA und 10 uM (2,15 mg/l) 
Kinetin (Walker und Sato, 1981) 

20 3. B S H 3 : B 5 (Gamborg et al„ 1968) mit" 2.6 uM (0.5 mg/l) NAA. 2.2 uM (0,5 mg/l) BAP, 2.2 uM (0,5 

mg/l) 2.4D (Oelck, Dissertation 1984). 

Nach drei Wochen wurden jeweils die autferen Teile des Kallus mit einem Skaipell abgeschnitten und 
auf frischem Medium subkultiviert 

25 

d) Kailusregeneration 

Die Regeneration von Pflanzen aus Kallus wurde nach dem Protokoll von Stuart und Strickland, 1984 a, 
30 b, mit Modifikationen durchgefuhrt 

Die somatische Embryogenese wurde durch eine Inkubation von Kaliusgewebe in flussigem SH- 
Medium (Shenk und Hildebrandt, 1972), das 50 uM (11 mg/l) 2.4D und 5 uM (1,07 mg/l) Kinetin enthielt, 
induziert. In einem Erlenmeyerkolben (100 ml in einem 500 ml Kolben) wurden pro ml Medium 30 mg 
Kallus (Frischgewicht) zugegeben. Die Induktion erfolgte fur 3-4 Tage auf einem Schuttier (100 Upm) bei 
35 26 C im Pflanzenkulturraum. Anschliefiend wurde das Kallusgewege vom Medium auf einem Sieb (850 urn 
) getrennt. 

Mit einem Spatel wurde es durch das Sieb gepretft und kleine Zellhaufen wurden auf einem sich 
darunter befindenden Sieb mit der Maschenweite 250 urn 2 gesammett Pro 100 ml Induktionsmedium 
wurden die Zellhaufen mit 500 ml SHJ-Medium ohne Hormone (SH) gewaschen. Die Waschlosung wurde 
40 durch Abtropfen so weit wie moglich entfernt (ca. 5 min). Das Frischgewicht wurde bestimmt und die 
Zellhaufen wurden in SH-Medium resuspendiert. 75 mg in 0,5 ml wurden in einer Pipette auf ca. 10 ml 
festes Regenerationsmedium SHR aufgebracht Das Regenerationsmedium SHR bestand aus SH-Medium 
mit 25 mM NH* + und 100 mM L-Proiin in 3% Saccharose. 

Nach ca. vier Wochen wurden gut entwickelte Embryos mit einer deutlichen Polaritat (Keimblattstadium, 
45 Dos Santos et al M 1983) auf festes 1/2SH-Medium mit 25 uM (8,6 mg/l) Gibberilinsaure (GA 3 ) und 0.25 uM 
(0,046 mg) NAA gesetzt. Nach der Bewurzelung und der Entwicklung eines Sprosses mit Blattern wurden 
die kleinen Pflanzchen auf LS-Medium umgesetzt. 

Die Tabelle gibt die Zusammensetzung der Medien B 5 h, SHJ, SHR, 1/2 SH, LS an. Das flussige 
Medium SH entspricht dem SHJ-Medium ohne die Hormone 2.4D und Kinetin. Die Angabe der Mengen ist 
so in mg/l, wenn nichts anderes vermerkt ist. 
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0,025 


CaCl 2 6H 2 0 
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0,1 


0,1 


0,05 


0,025 


KJ 


0,75 
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1 


0,5 


0,83 


FsS0 4 7H 2 0 


28 


15 


15 


7,5 


28 


Na 2 EDTA 


37 


20 


on 


1 u 


37 


Vitamin? 












Thiamine HCL 


10 


5 


5 


2,5 


0,4 


Pyridoxin© HC1 


1 


0,5 


0,5 


0,25 




Nikot insaure 


1 


5 


5 
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B 5 h SHJ SHR 1/2SH LS 



Aminosaur n 

5 

L-Glutamin 800 
L-Sorin 100 
w L-Prolin - - 5755 



Andere Sestandteile 
u«a. Phyt ohormone 

Myo-Inositol 100 1000 1000 500 100 

L-Gluthathion 10 

Adenine-sul f at 1 

2, 4D 1 11,5 - 

Kinetin 0,2 1,075 - 

GA 3 - - - 8,6 

NAA - 0,046 - 

Sucrose 30 g 30 g 30 g 15 g 10 g 

pH 5,8 5,9 5,9 5,9 5,8 

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mat IN KOH . 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Die Medien warden durch Erhitzen im Autoklaven fur 17 min bei 121 C sterilisiert. Kinetin, L- 
Gluthathion und Aminosauren wurden mit einem Filter sterilisiert und nach dem Erhitzen im Autoklaven dem 
60* C warrnem Medium zugegeben. 



e) Protoplastenkultur 

Als Ausgangsmaterial zur Isolierung von Protoplasten dienten die Blatter 2-3 Monate alter steriler 
Sproflkulturen. Die Ernte erfolgte 2-3 h nach dem Einschalten des Lichtes. 

- Zuerst wurden die Blatter in einer Petrischale mit EMi (Atanassov und Brown, 1984) befeuchtet und mit 
einer neuen Rasierklinge fein zerschnitten. 

- 1-1,5 g Blatter wurden dann mit 10 ml Enzymlosung in einer Petrischale (0 10 cm) fur 3-4 h inkubiert. Die 
Inkubation erfolgte bei 26 'C und schwacher Beleuchtung. Die Freisetzung von Protoplasten aus den 
Slattern wurde unter dem Mikroskop verfolgt. Alie 30 min wurde die Schale 2-3 mal geschwenkt. 

Die Enzymlosung bestand aus einer Mischung von 1:1 aus dem Protoplastenkulturmedium (AP) von 
Atanassov und Brown (1984) mit den Hormonen 0,2 mg/l 2,40, 0,5 mg/l Zeatin und 1 mg/l NAA und einer 
Enzymlosung. Die Enzymlosung (Kao und Michayluk, 1979; modifiziert) bestand aus: 

- 200 mg Cellulose Onozuka R10 

- 80 mg Macerozyme R10 Serva 

- 10 mg Pectolyase Y-23 Sigma 

- 540 mg Sorbitol 
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f) Transformation eines induzierten Kallus 

Kallus wurde nach der Methode, die unter Kaliusregneration beschrieben ist. zur Embryogenese 
induziert 

5 !m Anschlutf an die 3-4tagige Inkubation in flussigem SHJ wurde das Kallusmaterial auf einem Sieb 
(Maschenweite 100 am) mit flussigem SHR, das keinen Agar und keinen L-Prolin enthielt. gewaschen. 
Danach wurde das Kallusmaterial in flussigem SHR aufgenommen. Ca. 1 g Kallusmaterial wurde 10 ml 
Medium zugesetzt. 

Nach der Zugabe der Agrobakterien, welche Stilbensynthase-Gen tragende Ti-Plasmide enthalten. 
w (2x10 7 ml Endkonzentration) wurde das Kallusmaterial auf einem Schuttler (90Upm) fur 2-3 Tage bei 26* C 
inkubiert. 

Danach wurde das Material auf einem Sieb (Maschenweite 100 urn 2 ) mit flussigem SHR gewaschen. 

Die Plattierung (75 mg Kallus/10 ml Medium) erfolgte auf dem normalen festen SHR mit 100 mM L- 
Proiin. Das Medium in den Platten enthielt neben den selektiven Antibiotika 500 ug/ml Claforan. Nach vier 
ts Wochen wurden die resistenten Strukturen auf frisches antibiotikahaltiges Medium gesetzt. und weitere drei 
Wochen spater wurden sie geteilt und eine Halfte wurde auf frisches Medium ohne selektive Antibiotika, die 
andere Halfte auf antibiotikahaltiges Medium gesetzt 

20 a) Transformation von Embryos 

Die Tansformation von Embryos wurde analog zu der Transformation des induzierten Kallus durchge- 
fuhrt. Als Ausgangsmateria! wurden 4-5 Wochen alte Embryos verwendet. Sie wurden in einer Petrischaie 
mit einer Rasierklinge fein zerschnitten und dann auf einem Sieb (Maschenweite 100 urn) mit flussigem 

25 SHR gewaschen. Ca. 1 g zerschnittene Embryos wurden in 10 m! flussigem SHR aufgenommen. Nach der 
Zugabe von Agrobakterien (2 x 10 7 <m! Endkonzentration) erfolgte die Inkubation auf einem Schuttler (90 
Upm) fur 2-3 Tage bei 26 "C. Danach wurden die Embryostucke auf einem Sieb (100 urn 2 ) mit flussigem 
SHR gewaschen. Die Plattierung erfolgte mit einem Spatel auf Platten, die das normale feste SHR mit 100 
mM L-Prolin enthielten. Ca. 50-100 mg Embryostucke wurden pro Platte, die 10 ml Medium enthielt, verteilt. 

30 Das Medium in den Platten enthielt neben den selektiven Antibiotika 500 ug/ml Claforan. Drei Wochen nach 
der Plattierung wurden die sekundaren Embryos auf frischen Platten subkultiviert. Gut entwickelte Embryos 
wurden auf antibiotikafreies 1/2 SH-Medium (Stuart und Strickland, 1984, b) gesetzt. urn eine Weiterentwick- 
lung zu Pflanzen zu ermoglichen. Kieine Pflanzchen mit Wurzeln wurden dann auf LS Medium umgesetzt. 

35 

5. Transformation von Solanum tuberosum (Kartoffel) 

Die Transformation wurde genau nach dem in der EP-A-0 242 246, Seiten 14 bis 15 angegebenen 
Weise transformiert, wobei die Agrobakterien Ti-Plasmide enthalten. die das Stilbensynthese-Gen tragen. 
40 Alle Prozentangaben in den obigen Beispielen beziehen sich auf Gewichtsprozente, wo nichts anderes 
angegeben wird. 

In den gema/i den obigen Beispielen erhaltenen Pflanzenzeilen und Pflanzen (Tabak) wurde die 
Anwesenheit des Stilbensynthase-Gens durch Southern Blot Analyse bestatigt. Die Expression des 
Stilbensynthase-Gens wurde durch Northern Blot Analyse, Stilbensynthase und Stilbene mit Hilfe von 
45 spezifischen Antikorpern nachgewiesen. Transformierte und nicht-transformierte Pflanzen (zum Vergleich) 
wurden mit einer Sporensuspension von Botrytis cinera bespruht und nach 1 Woche der Pifzbefall bonitiert. 
Die transformierten Pflanzen zeigten (gegenuber den nicht transform ierten Vergleichspflanzen) eine erhbhte 
Resistenz gegen Pilzbefall. Entsprechende positive Befunde ergaben sich auch bei Medicago sativa und 
Kartoffel. 

so lm Folgenden wird die DNA-Sequenz (Protein kodierende Region und Intron) des Stilbensynthase Gens 
mit einem Teil der 5 - und 3 - untranslatierten Regionen aufgefuhrt, wie sie im Plasmid pGS 828.1 vorliegt. 
Die Restriktionsschnittstellen fur EcoRI, Pstl und Hindlll werden angegeben.. Die entsprechende Proteinse- 
quenz ist im Einbuchstabencode angegeben. 

55 
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c 
o 

R 

I 

cacagctaagaaaacATGGTGTCTGTGAGTGGAATTCGCAAGGTTCAAAGGGCAGAAGGT 



1 + + + - + -.--- + + 60 

gtgtccattcttttCTACCACAGACACTCXCCTTAAGCGTTCCAAGTTTCCCGTCTTCCA 

MVSVSGI RKVQRAEG 

CCAGCAACGGTATTGGCGATCGGAACAGCAAATCCACCAAACTGTGTTGATCAGAGTACA 
€1 + + + + + + i2Q 

GGTCGTTGCCATAACCGCTAGCCTTGTCGTTTAGGTGGTTTGACACAACTAGTCTCATGT 

PATVLAIGTANPPNCVDQST 

TATGCAGATTATTATTTTAGAGTAACCAACGGCGAACACATGACTGATCTCAAGAAGAAA 

121 + + + + + + 160 

ATACGTCTAATAATAAAATCTCATTGGTTGCCGCTTGTGTACTGACTAGAGTTCTTCTTT 

YADYYFRVTNGEHMTDLKKK 

TTTCAGCGCATCTgtatgtatttttattaaocgttctatatttcrtttatatttaatattt 

181 + + + : — + : + + 240 

AAAGTCGCGTAGAcatacataaaaataattcgcaagatataaacaaatataaattataaa 

F Q R I C 

atcaaaataaaattcgttcttttatttttatattaattaatacaaaaataatttaacata 

241 + + + + + + 300 

tagttttattttaagcaagaaaataasaatataattaattatgtccttattaaattgtat 

ttatatacaacatatcatattggctacttaatattaacaataataattacttaataataa 

301 +- + + + + 360 

aatatatgttgtatagtataaccgatgaattataattgttattattaatgaattattatt 

attatttcaatagttataaaataaattatttcaattcttatacatttagataaactatta 
361 + + + „_ + r_ + + 420 

taataaagttatcaatattttatttaataaagttaagaatatgtaaacctatttcataat 

aaataatgagacatgaacgttcaagttactataaaaataactcaaaaataacattattat 

421 - + : + + + - + + 480 

tttattactctgtacttgcaagttcaatgatatttttattgagtttttattctaataata 

tgatatgtgtgtgtatgtgtatgtcgtttttctaaatg-tcatcaagggtattgatggatg 
481 - + + + + + + 540 

actatacacacccaUscacatacagcaaaaagatttacagtagttcccataactacctac 

t ga at 1 1 cat at t at t attt c agGTGAGAGAACACAGATCAAGAATAGACATATGTACTT 
541 + + + + + ~ — + 600 

acttaaagtataataataaagtcCACTCTCTTGTGTCTAGTTCTTATCTGTATACATGAA 

ERT QIKNRHMYL 
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AACAGAAGAGATACTGAAAGAGAACCCTAACATGTGCGOtTATAAGGCACCGTCGTTGGA 
60 i + + + + + + 660 

TTGTCTTCTCTATGACTTTCTCTTGGGATTGTACACGCGTATATTCCGTGGCAGCAACCT 

TEE ILKENPNMCAYKAPSLD- 

TGCAAGAGAAGACATGATGATCAGGGAGGTACCAAGGGTTGGAAAAGAGGCTGCAACCAA 
661 + + + + + + 720 

ACGTTCTCTTCTGTACTACTAGTCCCTCCATGGTTCCCAACCTTTTCTCCGACGTTGGTT 

AREDMMIREVPRVGKEAATK- 

GGCCATCAAGGAATGGGGCCAGCCAATGTCTAAGATCACACATTTGATCTTCTGCACCAC ■ 
721 — -+ + + — + + 7 8 o 

CCGGTAGTTCCTTACCCCGGTCGGTTACAGATTCTAGTGTGTAAACTAGAAGACGTGGTG 

AIKEWGQPMSKITHLIFCTT- 

CAGCGGCGTTGCGTTGCCTGGCGTTGATTATGAACTCATCGTACTCTTAGGGCTCGACCC 
781 + + + + + + 940 

GTCGCCGCAACGCAACGGACCGCAACTAATACTTGAGTAGCATGAGAATCCCGAGCTGGG 

SGVALPGVDYELIVLLGLDP 

AAGTGTCAAGAGGTACATGATGTACCACCAAGGTTGCTTTGCTGGTGGCACTGTCCTTCG 
841 + + + + + + 900 

TTCACAGTTCTCCATGTACTACATGGTGGTTCCAACGAAACGACCACCGTGACAGGAAGC 

SVKRYMMYHQGCFAGGTVLR- 

TTTGGCTAAGGACTTGGCAGAAAACAACAAGGATGCTCGTGTGCTTATTGTTTGTTCTGA 
901 + + + + + + 9€0 

AAACCGATTCCTGAACCGTCTTTTGTTGTTCCTACGAGCACACGAATAACAAACAAGACT 
LAKDLAENNKDARVLIVCSE- 



P 
s 

t 
I 

GAATACTGCAGTCACTTTTCGTGGTCCTAATGAGACAGACATGGATAGTCTTGTAGGGCA 
961 + + + + + + 102Q 

CTTATGACGTCAGTGAAAAGCACCAGGATTACTCTGTCTGTACCTATCAGAACATCCCGT 

NTAVTFRGPNETDMDSLVGQ- 

AGCATTGTTTGCCGATGGAGCTGCTGCAATTATCATTGGTTCTGATCCTGTTCCAGAGGT 
1021 + +— + . . + + . + 1080 

T CG T AACAAAC G GC T AC CT C GAC GACG T T AAT AG T AACCAAGAC T AGGACAAGG TC T CCA 

ALFADGAAAI I IGS DPVPEV- 

TGAGAATCCTCTCTTTGAGATTGTTTCAACTGATCAACAACTTGTCCCTAACAGCCATGG 

1081 — + + + + + + 1140 

ACTCTTAGGAGAGAAACTCTAACAAAGTTGACTAGTTGTTGAACAGGGATTGTCGGTACC 

ENPLFEIVS TDQQLVPNSHG- 

AGCCATCGGTGGTCTCCTTCGTGAAGTTGGACTTACATTTTATCTTAACAAGAGTGTTCC 
1141 + + + + + 12Q0 

T CGG T AGCCAC CAGAGGAAGCAC T T CAACC T GAATG T AAAAT AGAAT TG T TC TCACAAGG 
AIGGLLREVGLTFYLNKSVP- 
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H 
i 
n 
d 
I 
I 
I 

GGATATTATTTCACAAAACATCAATGGTGCACTCAGTAAAGCTTTTGATCCACTGGGTAT 



1201 + + + + + + 1260 

CCTATAATAAAGTGTTTTGTAGTTACCACGTGAGTCATTTCGAAAACTAGGTGACCCATA 

D I I SQNINGALSKAFDPLG I - 

ATCTGATTATAACTCAATATTTTGGATTGCACATCTTGGTGGACGCGCAATTTTGGACCA 

1261 + + + + + + 1320 

TAGACTAATATTGAGTTATAAAACCTAACGTGTAGAACCACCTGCGCGTTAAAACCTGGT 

SDYNSIFWIAHLGGRAILDQ- 

AGTTGAACAGAAGGTGAACTTGAAGCCAGAGAAGATGAAAGCCACTAGAGATGTACTTAG 

1321 +-- -+ + + + + 1380 

TCAACTTGTCTTCCACTTGAACTTCGGTCTCTTCTACTTTCGGTGATCTCTACATGAATC 

VEQKVNLKPEKMKATRDVL S 

CAATTATGGTAACATGTCAAGTGCGTGTGTGTTCTTCATTATGGATTTGATGAGAAAGAA 

1381 + + + + + + 1440 

GTTAATACCATTGTACAGTTCACGCACACACAAGAAGTAATACCTAAACTACTCTTTCTT 

NYGNMS SACVFFIMDLMRKK 

GTCACTTGAAACTGGACTTAAAACCACTGGAGAAGGACTTGATTGGGGTGTGTTGTTTGG 

1441 + + + + + + X500 

CAGTGAACTTTGACCTGAATTTTGGTGACCTCTTCCTGAACTAACCCCACACAACAAACC 

SLETGLKTTGEGLDWGVLF G 

TTTTGGCCCTGGTCTCACTATTGAAACCGTTGTTCTCCGCAGCATGGCCATAtaatacgc 

1501 -- -+ + + + + + 1560 

AAAAC C GG GAC C AGAG T GAT AAC TT T G GC AAC AAGAG GC G T C G T AC CGGTATattatgcg 

FGPGLTIETVVLRSMAI * 

ttaattatatatctctgcatatatgcaattttgttattttttaataattttcttttactc 
1S61 +— — + + + + + 162 o 

aattaatatatagagacgtatatacgttaaaacaataaaaaattattaaaagaaaatgag 

taaaataagattctaaatggcttatattcttagatgagtgaaaacttagacagagatgtc 

1621 "-- "+ + +— + + + 1680 

attttattctaagatttaccgaat»ta?gaatctactcacttttgaatctgtctctacag 

taaagttaattcgttatgcgaaga 

1681 + + 1704 

atttcaattaagcaatacgcttct 



lm folgenden werden einige der bei der Transformation von Pflanzen bzw. Pflanzenzellen eingesetzte 
Medien beschrteben: 



Am-Medium 

3,5 g K 2 HP04 
1.5 g KH 2 PO* 
0.5 g Na 3 Citrat 
0,1 g MgSO* x 7H 2 0 
1 g (NH 4 ) 2 S04 
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Glukose 
1 I 



Medium fur sterile Spro/ikultur von Tabak 



Macro-elemente 1/2 der Konzentration der 




MS Salze 






Micro-elemente 1/2 der Konzentration der 




MS Salze 






Fe-EDTA 


Murashige und Skoog (MS) 




Myo-lnosit 




100 mg/l 


Sucrose 




10 mg/l 


Agar 




8g/l 


Vitamine 


Ca-panthotenat 


1 mg/l 




Biotin 


10 mg/l 




Nicotinsaure 


1 mg/l 




Pyridoxin 


1 mg/l 




Thiamin 


1 mg/l 



pH 5,7 vor dem Autoklavieren 
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w 



15 



20 



25 



30 



K3-Medium 


Zur Kultur von Nicotiana tabacum petit Havana SR1 , 


Nicotiana tabacum Wisconsin 38, und Nicotiana 


plumaginifolia Protoplasten (Nagy und Maliga, 1976) 


Macro-elemente 


NH*N0 3 


250 mg/l 




KNO3 


2500 mg/l 




CaCI 2 »2H 2 0 


900 mg/l 




MgS0*7H 2 0 


250 mg/l 




NaH 2 PCUJH 2 0 


1 50 mg/l 




(NH*) 2 SO* 


134 mg/l 




CaHP04.1H 2 0 


50 mg/i 


Micro-eiemente 


H 3 B0 3 


3 mg/l 




MnS04.1H 2 0 


10 mg/l 




ZnS0*.4H 2 0 


2 mg/l 




Kl 


0 75 mg/l 




Na 2 MoO*.2H 2 0 


0,25 mgvl 




CuS04.5H 2 0 


0,025 mg/l 




CoCI 2 .6H 2 0 


0,025 mg/l 


re-bU I A 


M-a* cnTA 
pJ3 2 tU I A 






FeSCk7H 2 0 


27,8 mg/l 


Inosit 




100 mg/l 


Sucrose 




137 g/1 
(= 0,4 M) 


Xylose 




250 mg/l 


Vitamine 


Nicotinsaure 


1 mg/l 




Pyridoxin 


1 mg/l 




Thiamin 


10 mg/l 


Hormone 


NAA 


1 ,0 mg/l 




Kinetin 


0,2 mg/l 


pH 5,6 






Filter sterilisieren 
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Linsemaier und Skoog Medium (Linsemaier und Skoog 1965) 

Zur Kultur von regenerierenden Protoplasten und fur Gewebekultur von Tabaktumoren und Kallus. 
Linsemaier und Skoog (LS) Medium ist Murashige und Skoog Medium (Murashige und Skoog,* 1962) mit 
den folgenden Modifikationen: 

- Thiamin wird in hoherer Konzentration eingewogen 0,4 mg/l anstatt 0,1 mg/l; 

- Glycin, Pyridoxin und Nicotinsaure fehlen. 



45 
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Macro-elemente 


NH1NO3 


1650 mg/l 




KN0 3 


1900 mg/l 




CaCI 2 .2H 2 0 


440 mg/l 




MgSO*.7H 2 0 


370 mg/l 




KH 2 PO* 


1 70 mg/l 


Micro-elemente 


H 3 B0 3 


6.2 mg/l 




MnSO*.1H 2 0 


22,3 mg/l 




ZnSO*.4H 2 0 


8,6 mg/l 




Kl 


0.83 mg/l 




Na 2 MoOi.2H 2 0 


0.25 mg/l 




CuSO*.5H 2 0 


0,025 mg/l 




CoCI 2 .6H 2 0 


0,025 mg/l 


Fe-EDTA 


Na 2 EDTA 


37,2 mg/l 




FeSO*.7H 2 0 


27.8 mg/l 


Inosit 




100 mg/l 


Saccharose 




30g/l 


Agar 




8g/l 


Vitamine 


Thiamin 


0,4 mg/l 


Hormone: 


NAA 


1 mg/l 




Kinetin 


0,2 mg/l 


pH 5,7 vor dem Autoklavieren 
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Erlauterungen zu Fig. 1 und Fig. 2 

Fig. 1 steHt den durch partieile Spaltung mit EcoRI und Hindlll aus dem Plasmid pGS 828.1 
erhaitenen Nukleinsaureabschnitt mit 6700 Nukleotid-Paaren dar, der das Stilbensynthase-Gen enthalt. 
(1) und (2) deuten Anfang (1) und Ende (2) des Strukturgens an. Der Reguiator-Teil des Gens befindet sich 
auf dem linken Abschnitt (links von (1)), Folgende RestriktionsenzymschnittstelJen sind angegeben: 
E; EcoRI 
H: Hindlll 
P: Pstl 
S: Sstl 

Fig. 2 stellt die Gen-Einheit gema/3 Fig. 1 im Vektor pSP 65 dar. Das gesamte Plasmid tragt die 
Bezeichnung pGS828.1. 

"OR!" bedeutet Origin of Replication (die Sequenzen im Vektor pSP65. die fur die Vermehrung des 
Ptasmids in Escherichia coli wichtig sind). "AMP R " steht fur das Gen welche die Resistenz von pSP65 
enthaltenden Escherichia coli gegen Ampiciliin bewirkt Aufler den in Fig. 1 angegebenen Restnktions- 
schnittsteilen ist die als Pv bezeichnete Pvull Schnittsteile angegeben. 



Anspruche 

1 . Stilbensynthase-Gen. 

2. Stilbensynthase-Gen gema/3 Anspruch 1 , wobei die Stilbensynthase Resveratrolsynthase bedeutet. 

3. Stilbensynthase-Gen gema/3 den Anspruchen 1 und 2. erhaltlich aus Erdnu/3 (Arachis hypogaea). 

4. Stilbensynthase-Gen, entsprechend dem Stilbensynthase-Gen, welches im Plasmid pGS 828.1 
enthalten ist sowie die im wesentiichen gleichwirkenden DNA-Sequenzen. 

5. Stilben-Synthase Gen-Einheit welche aus etwa 6700 Basenpaaren besteht und 3 EcoRI, 3 Hindlll 
und 1 Pstl Schnittstellen aufweist und durch eine partieile Spaltung des Plasmids pGS 828.1 mit EcoRI und 
Hindlll Oder aus dem Plasmid pGS 828.1 mit Hilfe von Sstl und Pvull erhaltlich ist. 

6. Regulatorisch wirkender Teil des Stilbensynthase-Gens gema/3 den Anspruchen 1 bis 5. 

7. Struktur-Gen des Stilbensynthase-Gens gema/3 den Anspruchen 1 bis 5. 

8. DNA mit foigender Sequenz, welche sowohl mit Oder ohne Intron vorliegen kann und die im 
wesentiichen gleichwirkenden Sequenzen: 
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E 
c 
o 
R 
I 

cacagctaagaaaagATGGTGTCTGTGAGTGGAATTCGCAAGGTTCAAAGGGCAGAAGGT 
^ _ „ — — _ — — — — 4 — _ — — — — - -.4- — — - — — — - —+— — — — — — — — — + — — — — — — — — »4— — —— — — — — - + 60 

gtgtcgattcttttcTACCACAGACACTCACCTTAAGCGTTCCAAGTTTCCCGTCTTCCA 

MVSVSGIRKVQRAEG 

CCAGCAACGGTATTGGCGATCGGAACAGCAAATCCACCAAACTGTGTTGATCAGAGTACA 

61 + + + + + + 12( 

GGTCGTTGCCATAACCGCTAGCCTTGTCGTTTAGGTGGTTTGACACAACTAGTCTCATGT 

PATVLAI GTANPPNCVDQST 

TATGCAGATTATTATTTTAGAGTAACCAACGGCGAACACATGACTGATCTCAAGAAGAAA 

ATACGTCTAATAATAAAATCTCATTGGTTGCCGCTTGTGTACTGACTAGAGTTCTTCTTT 

YADYYFRVTNGEHMTDLKKK 

TTTCAGCGCATCTgtatgtatttttattaaacgttctatatttgtttatatttaatattt 

81 - + + + + + + 2A 

AAAGTCGCGTAGAcatacataaaaataattcgcaagatataaacaaatataaattataaa 

F Q R I C 



atcaaaataaaattcgttcttttatttttatattaattaatacaagaataatttaacata 

241 — - + +- + — + + + 300 

tagttttattttaagcaagaaaataaaaatataattaattatgtccttattaaattgtat 



301 



ttatatacaacatatcatattggctacttaatattaacaataataattacttaataataa 



+ 360 



aatatatgttgrtatagtataaccgatgaattataattgttattattaatgaattattatt ■ 

attatttcaatac^tataaaataaattatttca^ttcttatacatttocataaactatta 

361 + + + + + + <20 

taataaagttatcaatattttatttaataaagttaagaatatgtaaacctatttgataat 

aaataatgagacatgaaca-ttcaagttactataaaaataactcaaaaataacattattat 

421 + : + + + + + 4 80 

tttattactctgtacttgcaagrttcaatgatatttttattgagtttttattg-taataata 

tgatatgtgtgtgtatgtgtatgtcgtttttctaaatgteatcaagacrtattgatggatg 

481 -- + + + + 1-- + --- + 540 

actatacacacacatacacatacagcaaaaagatttacagtagttcecataactacctac 

tgaatttcatattattatttcagGTGAGAGAACACAGATCAAGAATAGACATATGTACTT 

541 + + + + + + 600 

acttaaagtataataataaagtcCACTCTCTTGTGTCTAGTTCTTATCTGTATACATGAA 

E R T QIKNRHMYL 
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AACAGAAGAGATACTGAAAGAGAACCCTAACATGTGCGCATATAAGGCACCGTCGTTGGA 

60i + + + + + + ^60 

TTGTCTTCTCTATGACTTTCTCTTGGGATTGTACACGCGTATATTCCGTGGCAGCAACCT 

TEEILKENPNMCAYKAPSLD- 

TGCAAGAGAAGACATGATGATCAGGGAGGTACCAAGGGTTGGAAAAGAGGCTGCAACCAA 

661 + + --- + + +~ + 720 

ACGTTCTCTTCTGTACTACTAGTCCCTCCATGGTTCCCAACCTTTTCTCCGACGTTGGTT 

AREDMMIREVPRVGKEAATK- 

GGCCATCAAGGAATGGGGCCAGCCAATGTCTAAGATCACACATTTGATCTTCTGCACCAC 

72i + + + + + 7 80 

CCGGTAGTTCCTTACCCCGGTCGGTTACAGATTCTAGTGTGTAAACTAGAAGACGTGGTG 

AIKEWGQPMSKITHLIFCTT- 

CAGCGGCGTTGCGTTGCCTGGCGTTGATTATGAACTCATCGTACTCTTAGGGCTCGACCC 

781 + + + + + + 840 

GTCGCCGCAACGCAACGGACCGCAACTAATACTTGAGTAGCATGAGAATCCCGAGCTGGG 

SGVALPGVDYELIVLLGLDP- 

AAGTGTCAAGAGGTACATGATGTACCACCAAGGTTGCTTTGCTGGTGGCACTGTCCTTCG 

841 + + — + + + + 900 

TTCACAGTTCTCCATGTACTACATGGTGGTTCCAACGAAACGACCACCGTGACAGGAAGC 

SVKRYMMYHQGCFAGGTVLR- 

TTTGGCTAAGGACTTGGCAGAAAACAACAAGGATGCTCGTGTGCTTATTGTTTGTTCTGA 

901 + + + +— - + + 960 

AAACCGATTCCTGAACCGTCTTTTGTTGTTCCTACGAGCACACGAATAACAAACAAGACT 

LAKDLAENNKDARVLIVCSE- 

P 
s 
t 
I 

GAATACTGCAGTCACTTTTCGTGGTCCTAATGAGACAGACATGGATAGTCTTGTAGGGCA 

961 + + + + + + 1020 

CTTATGACGTCAGTGAAAAGCACCAGGATTACTCTGTCTGTACCTATCAGAACATCCCGT 

NTAVTFRGPNETDMDSLVGQ- 

AGCATTGTTTGCCGATGGAGCTGCTGCAATTATCATTGGTTCTGATCCTGTTCCAGAGGT 

l0 21 + + + + + + 108 °" 

TCGTAACAAACGGCTACCTCGACGACGTTAATAGTAACCAAGACTAGGACAAGGTCTCCA 

ALFADGAAAI I IGSDPVPEV- 

TGAGAATCCTCTCTTTGAGATTGTTTCAACTGATCAACAACTTGTCCCTAACAGCCATGG 

1081 -+- — + + + + " + * 140 

ACTCTTAGGAGAGAAACTCTAACAAAGTTGACTAGTTGTTGAACAGGGATTGTCGGTACC 

ENPLFEIVSTDQQLVPNSHG- 

AGCCATCGGTGGTCTCCTTCGTGAAGTTGGACTTACATTTTATCTTAACAAGAGTGTTCC 

1141 + +- — + + + — " + 1200 

TCGGTAGCCACCAGAGGAAGCACTTCAACCTGAATGTAAAATAGAATTGTTCTCACAAGG 

AIGGLLREVGLTFYLNKSVP- 
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H 
i 
n 

5 d 

I 
I 

I • 

GGATATTATTTCACAAAACATCAATGGTGCACTCAGTA?AGCTTTTGATCCACTGGGTAT 

1201 + -+ + +" + + 1260 

1Q CCTATAATAAAGTGTTTTGTAGTTACCACGTGAGTCATTTCGAAAACTAGGTGACCCATA 

DIISQNINGALSKAFDPL GI- 

ATCTGATTATAACTCAATATTTTGGATTGCACATCTTGGTGGACGCGCAATTTTGGACCA 

1261 — - +- + + + +- "+ 1320 

TAGACTAATATTGAGTTATAAAACCTAACGTGTAGAACCACCTGCGCGTTAAAACCTGGT 

IS 

SDYNS 1FWIAHLGGRAI LD Q 

AGTT GAACAGAAG G TGAAC T T GAAGC CAGAGAAGAT GAAAGC CAC TAGAGAT G T AC T T AG 

1321 + + + + + + 1380 

TCAACTTGTCTTCCACTTGAACTTCGGTCTCTTCTACTTTCGGTGATCTCTACATGAATC 

20 

VEQKVNLKPEKMKATRDVL S - 

CAATTATGGTAACATGTCAAGTGCGTGTGTGTTCTTCATTATGGATTTGATGAGAAAGAA 

1381 - + + + + + + 1440 

GTTAATACCATTGTACAGTTCACGCACACACAAGAAGTAATACCTAAACTACTCTTTCTT 

25 NYGNMS SACVFF IMDLMKKK- 

GTCACTTGAAACTGGACTTAAAACCACTGGAGAAGGACTTGATTGGGGTGTGTTGTTTGG 
2441 + + + + + + isoo 

CAGTGAACTTTGACCTGAATTTTGGTGACCTCTTCCTGAACTAACCCCACACAACAAACC 

30 SLETGLKTTGEGLDWGVLFG- 

TTTTGGCCCTGGTCTCACTATTGAAACCGTTGTTCTCCGCAGCATGGCCATAtaatacgc 

1501 - + + + + + + 1560 

AAAAC C G GGAC C AGAG T GAT AACT T TGGC AACAAGAGGCG T C G T ACCG G TAT attatgcg 

35 FGPGLTIETVVLRSMAI* 

ttaattatatatctctgcatatatgcaattttgttattttttaataattttcttttactc 

1561 + + + + + + 1620 

aattaatatatagagacgtatatacgttaaaacaataaaaaattattaaaagaaaatgag 

40 taaaataagattctaaatggcttatattcttagatgagtgaaaacttagacagagatgtc 

1621 --+ + + + — + + 1680 

attttattctaagatttaccgaatataagaatctactcacttttgaatctgtctctacag 

taaagttaattcgttatgcgaaga 

45 1 681 + + 17 0 4 

atttcaattaagcaatacgcttct 



9, DNA bestehend aus der oder rekombinante DNA enthaltend die DNA-Sequenz der codierenden 
Region der ONA gema/3 Anspruch 8, einschliefllich der im wesentlichen gleichwirkenden DNA-Sequenzen. 
50 io. Stilbensynthase-Gerv bzw. Gen-Einheit enthaltend die DNA gema/3 Anspruch 8. 

11. Modifizierte prokaryontische Oder eukaryontische DNA, welche ein oder mehrere Stilbensynthase- 
Gene bzw. Gen-Einheiten und/oder ihre Teile und/oder die DNA gemaft den Anspruchen 1 b/s 10 ais 
"fremde" DNA oder als "zusatzliche" DNA enthalt. 

12. Modifizierte DNA gema/3 Anspruch 11, welche in Pflanzenzellen (einschlie/Jlich Protopfasten) oder 
55 Pflanzen (einsch!ie/3iich Pflanzenteilen und Samen) enthalten ist. 

13. Vektoren, welche ein Oder mehrere Stilbensynthase-Gene bzw. Gen-Einheiten oder ihre Teile 
und/oder die DNA gema/3 den Anspruchen 1 bis 10 und/oder modifizierte DNA gema/3 Anspruch 11 
enthalten. 
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14. Vektor-Plasmid pGS 828.1. 

14. Transformierte Mikroorgantsmen. welche ein Oder mehrere Stilbensynthase-Gene bzw. Gen-Einhei- 
ten und/oder ihre Teile und/oder die DNA gemafl den Anspruchen 1 bis 10 und/oder modifizierte DNA 
gemafl Anspruch 1 1 enthalten. 
5 16. Escherichia coli Stamm Nurdug 2010 sowie seine Mutanten und Varianten. 

17. Verwendung des Stilbensynthase-Gens bzw. der Gen-Einheit und/oder seiner Teile und oder der 
DNA und.- Oder der modifizierten DNA und/oder der Vektoren und/oder der transformierten Mikroorgantsmen 
gemafl den Anspruchen 1 bis 16 zur Transformation von Pflanzenzeilen (einschlie/Jlich Protoplasten) und 
Pfianzen (einschlie/Jlich Pflanzenteilen und Samen). 
w 18. Transformierte Pflanzenzeilen (einschliefllich Protoplasten) und Pfianzen (einschliefllich Pflanzentei- 
len und Samen), welche ein oder mehrere Stilbensynthase-Gene bzw. Gen-Einheiten und/oder deren Teile 
und/oder die DNA und/oder die modifizierte DNA gemafl den Anspruchen 1 bis 11 als "fremde" oder 
"zusatzliche" DNA enthalten. 

19. Verfahren zur Herstellung transformierter Pflanzenzeilen (einschliefllich Protoplasten) und Pfianzen 
?s (einschliefllich Pflanzenteile und Samen) gema/3 Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dafl man 

(a) ein oder mehrere Stilbensynthase-Gene bzw. Gen-Einheiten und/oder ihre Teile und/oder die DNA 
und/oder die modifizierte DNA gema/3 den Anspruchen 1 bis 10 in den Genom von Pflanzenzeilen 
(einschliefllich Protoplasten) einsetzt und gegebenenfalls 

b) aus den transformierten Pflanzenzeilen (einschliefllich Protoplasten) vollstandige transformierte 
20 Pfianzen regeneriert und gegebenenfalls 

(c) von den so erhaltenen transformierten Pfianzen die gewunschten Pflanzenteile (einschliefllich 
Samen) gewinnt. 

20. Verwendung von transformierten Pflanzenzeilen (einschliefllich Protoplasten) und Pfianzen 
25 (einschliefllich Pflanzenteilen und Samen) gemafl Anspruch 18 zur Erzeugung von Vermehrungsmaterial 

sowie zur Erzeugung neuer Pfianzen und deren Vermehrungsmaterial. 

21. Vermehrungsmaterial, erhaltlich durch die Vermehrung der transformierten Pflanzenzeilen und 
Pfianzen gemafl Anspruch 18. 

22. Transformierte Pflanzenzeilen (einschliefllich Protoplasten) und Pfianzen (einschliefllich Pflanzenteile 
30 und Samen) gemafl Anspruch 18, das Verfahren zu ihrer Herstellung gemafl Anspruch 19 und ihre 

Verwendung gemafl Anspruch 20 sowie das Vermehrungsmaterial gemafl Anspruch 21 , wobei die Pflanzen- 
zeilen und Pfianzen Tabak-, Luzerne- Oder Kartoffelpflanzenzellen und Tabak-, Luzerne- oder Kartoffelpfian- 
zen sind. 
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